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Purpose: Identifying the signal cross-talk between integrin signaling cascade and TGF-β1 signaling cascade
in articular chondrocytes.
Materials and Methods: To analyze integrin or TGF-β1 mediated signaling pathways from extracellular
stimuli, type II collagen was coated on the cell culture plate and TGF-β1 was added to cell culture media.
Chondrocytes were cultured in the conditioned media with each or both stimuli. Altered activation of signaling
proteins detected with western blot technique.
Results: More rapid attachment of cells was observed in the type II collagen coated group than non-coated
group. The phosphorylated SMAD 2 and 3 were expressed in the type II collagen coated group and synergisti-
cally up-regulated phosphorylation in the co-treated group. The phosphorylated FAK at tyrosine 925 was acti-
vated by TGF-β1 treatment and synergistically up-regulated by both stimuli. But there was no meaningfully
changed phosphorylation of extracellular signal regulated protein kinase (ERK) 1/2 and p38, as known down-
stream molecules of FAK cascade.
Conclusion: This result means that SMAD 2, SMAD 3 and tyrosine 925 of FAK are involved in this signal
cross-talking in articular chondrocytes. 
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서 론
제 2형 교원질은 관절연골의 가장 큰 비중을 차
지하는 기질성분이다. 연골세포들은 연골의 분자
적 성질과 물리적 특징들을 결정하는 세포외 기질
을 끊임없이 생산하고 재구성하며, 세포와 교원질
의 상호작용은 세포대사에 크게 영향을 준다8,18).
제 2형 교원질과 관절연골세포의 결합에 인테그린
(integrin) β1이 관여하며, 이는 제 2형 교원질
과의 상호작용을 통해 관절연골세포의 증식, 분화
와 생존 등에 관련된 세포외부 신호를 전달해 주
는 역할을 한다1,11,13). 또한 tyrosine kinase의
일종인 focal adhesion kinase (FAK) 등과 같
은 세포막 부위의 focal adhesion complex를
이루는 단백들은 인테그린으로부터 받는 세포증
식, 분화, 생존을 조절하는 세포외부 신호를 전달
한다5,7). 연골세포의 인테그린 β1이 골아세포의 특
이적 표현형인 제 1형 교원질과 결합하면 인테그
린 β1 하위 tyrosine kinase를 활성화되고 관절
연골의 기질분해효소인 matrix metallopro-
teinase-13 (MMP-13)의 발현이 증가되며21), 또
한 관절연골세포의 인테그린 α2β1이 제 1형 교원
질이 아닌 제 2형 교원질에 결합했을 때, 세포증
식이 촉진되고 관절연골의 주요 기질성분인 제 2
형 교원질과 단백다당의 합성이 증가한다11,18). 따
라서 정상적인 관절연골세포와 관절연골의 유지
또는 재생을 위해 제 2형 교원질과 연골세포의 상
호작용이 매우 중요하다는 것을 알 수 있다.
TGF-β1은 관절연골세포의 기질형성을 촉진하
는 대표적인 성장인자로 알려져 있다16,17,18). 세포
외부에 존재하는 TGF-β1은 TGF-β수용체에 결
합하여 SMAD 2와 3를 인산화함으로써 다양한
세포기능을 조절한다28). TGF-β1은 관절연골세포
의 성장과 분화를 조절하며, 세포외 기질생성을
촉진한다고 알려져 있다17,18,30).
수년전까지 다양한 신호전달경로는 수용체를 활
성화시키는 분자에 의해 유전자의 전사를 조절하
는 일차원적인 경로로써 생각되어 왔으나, 현재
다양한 신호경로 사이에서 복잡한 상호작용을 통
해 신호교차반응(signal cross-talk)이 일어남이
알려졌다4). 예를 들면, 제 2형 교원질에 부착된
연골세포의 인테그린 β1 신호전달경로와 insulin-
like growth factor-I (IGF-I) 사이에서 신호교
차반응이 일어나며, 연골세포의 분화를 조절한다
고 보고된 바 있다26). 연골세포의 증식 및 분화를
조절하는 대표적인 성장인자인 TGF-β1과 다른
성장인자의 신호교차반응도 알려졌다. 연골세포에
서 TGF-β1이 transforming growth factor-
beta-activated kinase-1 (TAK-1)를 통해
mitogen activated protein kinase (MAPK)
를 활성화하여 제 2형 교원질의 합성이 증가된다
는 보고와19), TGF-β1과 IGF binding protein-
3 사이의 신호교차반응이 일어나며15), SMAD 2
및 3와 MAPK 사이의 전사인자 수준에서 신호
교차반응이 일어나며 aggrecan의 발현이 증가된
다고 알려졌다32). 최근에는 TGF-β1과 제 2형 교
원질의 신호전달경로간의 교차반응이 일어나며,
이로 인한 제 2형 교원질의 발현에 대해 시너지
효과가 확인되었으나24), 이에 대한 자세한 신호교
차반응기전은 알려지지 않았다. 
따라서 본 연구는 관절연골세포에서 제 2형 교
원질에 의해 활성화된 인테그린 β1 경로가 TGF-
β1 경로를 활성화한다는 가설하에, 두 신호경로의
활성을 분석함으로써, 제 2형 교원질 매개 인테그
린 β1과 TGF-β1 신호경로의 교차반응기전에 관
여하는 신호전달인자를 밝히고자 하였다.
대상 및 방법
1. 관절연골세포의 분리
돼지의 슬관절로부터 연골을 채취한 후, 1%
antibiotic-antimycotic 용액이 첨가된 4℃의
Dulbecco’s modified eagle’s medium-high
glucose (DMEM-HG, GIBCO-BRL, Grand
Island, NY, U.S.A.)로 세척하고 연골조직을
효소용액(DMEM-HG9.3 ml/연골 1 g, colla-
genase Ⅱ 10 mg/연골 1 g, hyaluronidase 6
mg/연골 1 g, 102 mM CaCl2 0.098 ml/연골
1 g)에 넣고 12시간 동안 녹였다. 연골조직이 녹
아있는 용액을 원심분리하고 10% DMEM-HG
로 세척한 후, 기본 배양액(10% 우태아 혈청과
1% antibiotic-antimycotic 용액이 첨가된
DMEM-HG)에서 7일간 배양하였다.
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2. 세포의 배양
분리된 관절연골세포는 기본 배양액(10% 우태
아 혈청과 1% antibiotic-antimycotic 용액이
첨가된 DMEM-HG)을 첨가하여 7일간 배양하였
다. 각 세포는 실험 전 12시간 동안 serum
starvation을 실시한 후, 실험에 사용하였고,
0.5% 우태아 혈청과 1X insulin-transferrin-
selenium (ITS, GIBCO-BRL), 1% antibiot-
ic-antimycotic 용액이 첨가된 DMEM-HG에
배양하며 실험을 수행하였다.
3. 제 2형 교원질의 코팅
세포배양용기에 PBS (GIBCO-BRL)에 1 μg/
ml의 농도로 희석한 제 2형 교원질 용액(Chon-
drex, Redmond, WA, U.S.A.)을 넣고 4℃에
서 3일간 코팅하고 제 2형 교원질 용액을 제거하
고 차가운 PBS로 한번 세척한 후 30분간 건조하
여 실험에 사용하였다.
4. 실험군의 분류
실험조건에 따라 연골세포를 세포배양용기에서
배양한 군(Group A), 제 2형 교원질(1 μg/ml)이
코팅된 세포배양용기에서 배양한 군(Group B),
세포배양용기의 배양액에 TGF-β1 (10 ng/ml,
R&D Systems, Inc., Minneapolis, U.S.A.)처
럼 처리한 군(Group C), 제 2형 교원질(1 μg/ml)
이 코팅된 세포배양용기에 TGF-β1 (10 ng/ml)을
처리하여 배양한 군(Group D)으로 분류하였다.
5. 단백질 추출
세포배양용기에 부착된 세포를 PBS로 2회 세
척하고 passive lysis buffer (Promega,
Madison, WI, U.S.A.), 500X protease
inhibitor (Sigma, St. Louis, MO,
U.S.A.), 100X phosphatase inhibitor Ⅰ와
Ⅱ (Sigma)를 세포배양용기에 첨가하여 cell
scraper를 이용하여 세포를 모은 후 단백질을 추
출하였다. 단백질 추출액을 원심분리한 후, 상층
액만 취해서 -70℃에 보관하였다. 추출된 단백질
의 정량은 Bradford 방법에 따라 실시하였다. 
6. Western Blot 분석
세포추출액은 SDS-PAGE를 이용하여 단백질
을 분리한 후, western blotter (Bio-RAD)를
이용하여 PVDF membrane (Amersham
Pharmacia, Piscataway, NJ, U.S.A.)으로
옮겼다. Membrane을 5%의 무지방 우유가 함유
된 1X TBST (100 mM Tris (pH7.5), 1.5 M
NaCl, 0.5% tween-20) 용액으로 blocking하
고, 1X TBST로 세척한 후, 일차 항체를 1% 무
지방 우유를 포함한 용액에서 부착시켰다. 일차
항체반응 후, membrane을 1X TBST를 이용하
여 세척하고, 이차 항체를 반응시킨 후, 1X
TBST를 이용하여 세척하고 ECL western
blotting detection kit (Amersham Phar-
macia)을 사용하여 발광을 유도한 후, ECL
hyper film (Amersham Pharmacia)을 사용
하여 현상하였다. Western blot에 사용된 일차
항체는 phospho-SMAD 2, SMAD 2, phos-
pho-SMAD 3, SMAD 3, phospho-FAKY397,
phospho-FAKY925, FAK, phospho-ERK1/2,
ERK1/2, phospho-p38, p38, GAPDH
(Santa Cruz, Santa Cruz, CA, U.S.A.)이
며, Western blot analysis를 통해 얻은 결과는
TINA pixel analyzer version 2.10 (Raytest
Isotopenme gerate GmbH, Straubenhardt,
Germany)을 이용하여 정량화하였고, 각 단백질
의 발현 정도는 GAPDH로 표준화하였다.
결 과
1. 제 2형 교원질에 부착된 연골세포형태 관찰
세포부착 1시간째 세포형태를 현미경상으로 관
찰한 결과, 제 2형 교원질에서 배양된 군(Group
B, D)이 코팅되지 않은 군(Group A, C)에 비
해 빠른 세포부착과 넓게 퍼진 세포형태를 관찰하
였으며, 이러한 연골세포부착은 성장인자보다 세
포외 기질 즉, 제 2형 교원질에 의해 영향을 받는
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Fig. 1. Microscopic morphological features of attached articular chondrocytes. Articular chondrocytes were
seeded on type II collagen (1 μg/ml) coated or non-coated plates after serum starvation for 12 hours and
1 hour later, we observed with an optical microscopy (×200). (A) Non-treated group, (B) Type II colla-
gen coated group, (C) TGF-β1 treated group, (D) Type II collagen and TGF-β1 co-treated group.
A B
DC
Fig. 2. SMAD 2 and SMAD 3 phosphorylation by the type II collagen. The whole cell lysates were obtained at
1, 2, 4, 12, 24, 48, 96 hours after stimulation and detected by western blot. SMAD 2 and 3 were phos-
phorylated by type II collagen (1 μg/ml, Right) more quickly and stronger than non-coated group (Left)
were detected with western blot analysis.
것으로 확인되었다(Fig. 1).
2. 제 2형 교원질에 의한 SMAD 2 및 SMAD
3의 인산화 분석
SMAD 2의 인산화가 부착 후 24시간까지 꾸준
히 증가하였으나, 48시간 이후에 감소되었다. 특
히, 대조군에 비해 제 2형 교원질에서 배양된 세
포에서 세포부착 후 1시간부터 빠르게 증가하였
다. SMAD 3의 인산화는 제 2군에서 1시간부터
4시간까지 확연히 증가하였으며, 12시간 이후 급
격하게 감소하였다. 따라서 세포부착 초기에 있어
서 SMAD 2와 SMAD 3이 서로 다르게 관여하
는 것으로 보이며, 또한 제 2형 교원질에 의해
TGF-β1 신호전달물질인 SMAD 2 및 SMAD 3
이 활성화됨을 확인하였다(Fig. 2).
3. 제 2형 교원질 및 TGF-β1에 의한 SMAD 2
및 SMAD 3의 인산화 분석
TGF-β1 또는 제 2형 교원질의 각 자극에 의해
SMAD 2의 활성이 시간이 지남에 따라 감소하였
으나, 두 자극을 함께 가한 군(Group D)에서 48
시간부터 96시간까지 지속되는 것으로 나타났다
(Fig. 3A). SMAD 2와 유사하게, Group B와
Group C에서 SMAD 3의 활성이 시간이 지남에
따라 감소하였으나, Group D에서 48시간부터 96
시간까지 지속되는 활성을 확인하였다(Fig. 3B).
따라서 제 2형 교원질과 TGF-β1을 동시에 처리하
였을 경우, 일어나는 신호교차반응에 SMAD 2와
SMAD 3이 관여하는 것으로 보인다.
4. FAK의 인산화 분석
인테그린의 하위 신호전달단백인 FAK의
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Fig. 3. Synergic effect on phosphorylation of SMAD 2 and 3 by combination of type II collagen and TGF-β1.
After stimulation, unattached cells were washed out with PBS and attached cells were lysed directly
with lysis buffer at 12, 24, 48, 96 hours . Phospho-SMAD 2 (A) and phospho-SMAD 3 (B) were detect-
ed using western blotting. Phosphorylation of these two molecules in type II collagen (Group B) or
TGF-β1 (Group C) stimulated group was time dependently decreased after 24 hours. Until 96 hours,
however, phosphorylation of those was maintained by co-stimulation (Group D). This means that there
was synergic effect by signal cross-talk between integrin and TGF-β1 pathways.
A
B
tyrosine 397번(FAKY397) 잔기의 인산화를 분석
한 결과, 모든 군에서 시간이 지남에 따라
FAKY397의 인산화가 증가하였으나, 두 자극을 모
두 가했을 때에 인산화 양상에 유의한 차이를 보
이지 않았다(Fig. 4A). 그러나, FAK의 인산화
부위인 tyrosine 925번(FAKY925)을 확인한 결
과, 대조군에 비해 제 2형 교원질과 TGF-β1을
가한 군 그리고 두 자극을 함께 가한 군에서
FAKY925의 활성이 증가되었으며, 또한 두 자극을
함께 가했을 때 활성이 96시간까지 지속되는 것
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Fig. 4. Synergistically activated tyrosine 925 residue of FAK. Chondrocytes were seeded in coated or non-coat-
ed plates containing TGF-β1 or not. Whole cell lysates were obtained at 1, 2, 4, 12, 24, 48, 96 hours
after stimulation and western blotting was performed with phosphorylation site (tyrosine 397 (A) or 925




을 확인하였다(Fig. 4B). 따라서 TGF-β1과 제
2형 교원질에 의해 FAK의 tyrosine 397번이 아
닌 tyrosine 925번 인산화에 시너지 효과를 보였
으며, 이것이 SMAD 2와 3에서 보인 시너지 효
과와 관련이 있을 것으로 추측된다.
5. MAPK의 인산화 분석
위에서 보인 시너지 효과가 FAK의 하위 경로
인 MAPK에서도 일어나는지 살펴보았다.
ERK1/2의 인산화를 확인한 결과, 모든 군에서
인산화 양상의 유의한 차이를 볼 수 없었으며 두
자극을 함께 가한 군에서 또한 증가되지 않았다
(Fig. 5A). p38의 인산화를 확인한 결과, 각 군
의 차이가 없었으며, 두 자극을 동시에 처리한 군
에서도 유의한 변화양상을 확인할 수 없었다
(Fig. 5B). 따라서 제 2형 교원질 및 TGF-β1의
신호교차반응은 위의 MAPK보다 상위단계에서
일어날 것으로 사료된다. 
고 찰
관절연골은 한번 손상되면 재생되지 않는 단점
이 있다17). 통증, 활동의 제약, 체형변형 등을 유
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Fig. 5. Phosphorylation of ERK and p38. Cells were seeded in type II collagen coated or non-coated plates containing
TGF-β1 or not. Whole cell lysates were obtained at 1, 2, 4, 12, 24, 48, 96 hours after stimulation and western
blot analysis was performed with phospho-specific ERK1/2 (A) and p38 (B) MAPKs.
A
B
발하는 가장 흔한 관절질환인 골관절염이 발생된
연골은 연골기능이 크게 손상된 상태로, 연골기질
의 변성이 일어나고, matrix metallopro-
teinases (MMPs)가 분비되어 단백다당을 분해
시키고 균열(fibrillation)이 발생하며, 결국에는
연골조직이 파괴된다2,3). 세포의 생물학적 기능은
세포내에서 발현되는 유전자의 발현을 조절하는
다양한 세포신호들의 복잡한 전달과정이 관여함으
로써 조절된다4). 따라서 정상연골의 기능을 유지
하고 회복하기 위해서는 연골세포내 신호전달과정
의 이해가 필수적이다. 세포부착단백의 일종인 인
테그린은 세포외부로부터 연골세포내부로 성장,
생존, 분화, 이동 등의 관련된 신호를 전달하는
매개체의 역할을 한다1,6,9,22).
현재 TGF-β1에 의한 연골세포의 제 2형 교원
질의 발현이 증가한다는 보고와16,17,19,30), 발현된
제 2형 교원질 및 그 외의 기질성분들이 연골유지
에 주요 역할을 한다고 알려져 있다5,8,11,18). 또한
연골세포에서 두 종류의 성장인자가 신호교차반응
을 통해 연골세포의 대사를 촉진한다고 한다26,32).
따라서 본 연구는 관절에서 분리한 연골세포에
연골의 주요 구성성분인 제 2형 교원질과 대표적
인 연골성장인자인 TGF-β1의 자극을 가하였을
때 또는 두 가지 자극을 동시에 가했을 때 변화하
는 세포내 신호전달단백의 활성을 살펴보았다.
TGF-β1의 신호전달단백인 SMAD 2와
SMAD 3이 제 2형 교원질 자극이 가해진 군에서
빠르게 활성화되었음이 확인되었다. 즉, 제 2형
교원질로 인해 활성화된 인테그린 신호전달경로가
SMAD 2와 SMAD 3의 신호전달경로와 상호작
용을 한다는 것을 의미한다. SMAD 2와 SMAD
3이 제 2형 교원질과 TGF-β1에 의해 활성화되었
으나 자극을 가한 후 48시간이 지나자 활성이 감
소되었다. 하지만 두 가지 자극이 함께 가해졌을
때에 활성이 96시간까지 지속되었고, 약 4배 증
가된 것으로 보아, 두 자극의 교차반응에 의한 시
너지 효과가 있는 것을 확인하였다. 이 결과는 제
2형 교원질로부터 매개된 인테그린 하위 신호전달
계와 TGF-β1 하위 SMAD 2와 SMAD 3의 신
호전달경로에서 신호교차반응이 일어난다는 것을
보여준다. 
인테그린 β1의 세포내 부위에 부착하는 FAK는
인테그린의 신호전달과정의 중심적인 역할을 한
다. 하지만 현재까지 연골세포 특성의 유지에 크
게 영향을 주는 것으로 알려져 있는 TGF-β1과
관련하여 인테그린과 FAK에 의해 전개되는 세포
내 신호전달과정의 자세한 기전에 대해서 밝힌 연
구는 매우 미흡한 상태이다7,12). 본 연구 결과에서,
FAK의 tyrosine 397번째 잔기의 인산화는 시간
이 지남에 따라 증가되는 것으로 나타났으나, 모
든 군에서 차이가 없었으며, 시너지 효과 또한 확
인할 수 없었다. 한편, FAK의 tyrosine 925번
째 아미노산 잔기의 인산화가 제 2형 교원질에 의
해서 빠르게 증가되었으며, TGF-β1에 의해서도
활성을 보였다. 특히 두 자극을 함께 가한 군에서
빠르게 활성화되어 96시간까지 강한 활성이 지속
되는 것으로 확인되었다. 따라서 TGF-β1과 인테
그린 β1 신호교차반응에 FAK의 tyrosine 925번
부위가 관여할 것으로 사료된다. 관절연골세포에
서 TGF-β1과 제 2형 교원질의 공동작용에 의해
DNA의 합성과 aggrecan의 mRNA 발현 증가
에 시너지 효과가 있다는 보고가 있다16,17). 따라서
본 연구에서 보인 TGF-β1과 제 2형 교원질에 의
한 FAK의 tyrosine 925 잔기 및 SMAD 2와 3
의 활성에 대한 시너지 효과가 위의 보고와 관련
하여 연골세포의 특성을 유지하고, 연골기질의 합
성에 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 사료된다.
세포와 교원질의 상호작용에 의해 인테그린으로
전달된 세포외부 자극은 인테그린 β1의 cyto-
plasmic domain에 결합된 FAK와 Src, pax-
illin, talin, p130CAS, cavaolin 등의 보조인자
들을 통해 세포내로 신호전달이 이루어지고 증식,
분화, 생존 등과 관련된 세포대사가 조절된다.
FAK tyrosine 397의 활성화는 FAK와 Src의
상호작용에 의해 tyrosine 576, tyrosine 577,
tyrosine 861 그리고 tyrosine 925번 잔기 등의
인산화로 이어진다. 특히 FAK의 tyrosine 925
잔기의 인산화가 일어나게 되면 FAK로 전달된
신호는 MAP kinase의 활성에 영향을 준다고도
알려져 있다7,12,14,25). MAP kinase의 활성화기전
은 Src, p130CAS, Crk 등이 관여하는 FAK에 의
존적인 신호경로와 Shc, Fyn, caveolin-1 등이
관여하는 FAK에 비의존적인 신호경로의 두 가지
경로를 통해 MAPK가 활성화되는 두 가지 경로
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로 나눌 수 있다10,23,31). 최근 연구에 따르면, IGF
와 fibroblast growth factor (FGF) 등의 성장
인자들에 의해 MAP kinase가 활성화되고 연골
세포의 대사가 조절된다고 한다20,27).  한편,
Starkman 등29)은 연골세포에서 IGF에 의한 단
백다당 합성이 MAPK 활성에 비 의존적으로 증
가된다고 보고하였다. 본 연구에서는 MAPK의
일종인 p38과 ERK 1/2가 TGF-β1 또는 제 2형
교원질에 의해 유의하게 활성이 증가되거나 두 자
극에 의한 시너지 효과를 보이지 않았다. MAPK
의 활성에는 수많은 신호전달인자들이 관여하며,
세포증식, 분화 및 생존 등을 조절하는 신호전달
경로 또한 매우 복잡하게 구성되어 있다. 따라서
FAK의 하위 경로로써 p38과 ERK 1/2에 비의
존적인 경로가 관여할 것으로 추측된다.
본 연구에서 TGF-β1에 의한 신호와 제 2형 교
원질 자극에 의한 인테그린 신호가 FAK의 tyro-
sine 925와 SMAD 2 및 SMAD 3의 활성에 대
해 시너지 효과를 보였으며, 이 단백들이 TGF-β
1과 제 2형 교원질의 신호교차반응에 중요한 역
할을 할 것으로 사료된다(Fig. 6).   
결 론
연골세포의 대사에 중요한 역할을 하는 TGF-β
1과 제 2형 교원질의 신호경로간에 일어나는 신
호교차반응에 SMAD 2와 SMAD 3, 그리고
FAK tyrosine 925가 중요한 역할을 하며, 이
신호교차반응이 연골기질생성에 영향을 줄 것으로
보인다. 따라서 본 연구가 관절연골세포의 대사조
절기전을 이해하는 데에 도움이 될 것으로 기대되
며, 또한 외상 또는 관절염이 유발된 연골조직의
회복에 적용되어질 수 있는 기본적인 이론 및 기
전에 관한 이해뿐만 아니라, 손상된 관절의 치료
및 재생, 조직공학 등에 관한 임상적 응용에 필요
한 이론적인 이해에 도움을 줄 수 있을 것으로 사
료된다. 
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